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研究成果の概要（和文）：癌細胞ストレス環境下で生産される活性酸素（Reactive Oxygen Species; ROS）に着
目し、Sestrin 1 (SESN1)が頭頸部癌でシスプラチン耐性、温熱線耐性を誘導する可能性を見出した。シスプラ
チン耐性細胞株でSESN1を抑制するとシスプラチン耐性及び温熱耐性が減弱されることが解った。SESN1抑制によ
ってシスプラチン、温熱後のROS誘導型アポトーシスが増加することを証明した。この反応は放射線照射後には
起こらず、放射線耐性は異なったメカニズムであることが示唆された。本研究からSESN1を新規ターゲットとし
た頭頸部癌におけるシスプラチン・温熱耐性克服の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We focused on reactive oxygen species (ROS) produced under stress 
environment in cancer cells and found that Sestrin 1 (SESN 1) could induce cisplatin tolerance and 
hyperthermia resistance in head and neck cancers using PCR array. It was proved that suppressing 
SESN1 in head and neck cancer cisplatin-resistant cell line attenuated cisplatin resistance and 
thermal tolerance. The observation demonstrated that suppression of SESN1 enhance ROS production by 
cisplatin or thermal stimulation, leading to activating the pathway from cytochrome C to Caspase3 to
 increase apoptosis. These reactions did not occur after irradiation, suggesting that radiation 
resistance is derived from different mechanisms. SESN1 is a novel target molecule to overcome the 
resistance of cisplatin and hyperthermia for head and neck cancers.

研究分野： 耳鼻咽喉科

キーワード： SESN1　ROS　頭頸部癌　シスプラチン　温熱
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研究分野： 
科研費の分科・細目：耳鼻咽喉科 
キーワード：SESN1・ROS・頭頸部癌・シスプラチン・温熱 
 
１．研究開始当初の背景 
外科的切除に限界のある進行頭頸部癌では、
化学放射線療法に対する耐性化が予後規定
因子となりえる。このため分子標的薬などに
よるその耐性克服が更なる予後改善に必須
と考えられる。 
過去に我々は、G2/M arrest に着目し、
PCBP4 (Ito, Narita et al. Sci Rep 2015)ある
いは HDAC3（Narita et al. Oncogene 2005）
を抑制することで頭頸部癌化学療法や温熱
療法の効果を増感できることを報告してき
た。しかしながら、これらの分子について追
加研究を行ったところ、放射線耐性には関与
しないことが解った。実際の臨床では、化学
療法耐性と並行して放射線耐性をも獲得す
る頭頸部癌症例を経験する。これらの異なっ
たモダリティーによって誘導される細胞死
に対する、共通の耐性メカニズムがあるので
はないかと考えた。本研究では ROS に着目
し、新規頭頸部癌耐性機構の解析を行った。 
 
２．研究の目的 
(1)シスプラチン耐性頭頸部癌細胞株 IMC3CR
においてSESN1がシスプラチン刺激によって
誘導され、ROS 抑制を介したシスプラチン耐
性機構に寄与するかを実証する。RNAi によっ
て SESN1 を抑制することによって、実際にシ
スプラチン感受性を回復できるかを MTT 
assay、フローサイトメトリーを用いて明ら
かにする。 
(2)IMC3CR が放射線耐性、温熱耐性をも獲得
しているかを MTT assay、コロニー法を用い
て解析する。また RNAi で SESN1 を抑制し、
これらの耐性が減弱されるかを解析する。 
(3)フローサイトメトリーおよび ROS 測定に
より SESN1 よるこれらの耐性が ROS誘導型ア
ポトーシスの減少によるものであることを
確認する。 
 
３．研究の方法 
(1)シスプラチン耐性頭頸部癌細胞株 IMC3CR
における遺伝子発現解析 
①シスプラチン耐性株 IMC3CR にシスプラチ
ン(1μg/ml)を投与し、6時間後に total RNA
を回収する。 
得られた RNAで RTを行い cDNA を合成し、PCR 
array (SA Bioscience 社製 RT2 Profiler PCR 
Array)を用いた Real-time PCR を行う。ΔΔ
CT 法によりシスプラチン投与によって発現

が変化した遺伝子群を解析する。 
②今回は発現が増加した遺伝子群に焦点を
あて、SESN1 の発現増加が真にシスプラチン
によるものか、別のプライマーを用いた
Real-time PCR およびウェスタンブロット法
により、mRNA および蛋白レベルで確認する。 
 
(2)RNAi による SESN1 の機能解析 
①SESN1に特異的なsiRNAがIMC3CRにおいて
シスプラチン処理によって誘導される SESN1
を抑制できるかをウェスタンブロット法に
よって確認する。SESN1 発現に影響しないネ
ガティブコントロール siRNA を選定する。 
SESN1 を RNAi で抑制した状態で IMC3CR にシ
スプラチン(1μg/ml)を投与し、48 時間後に
細胞を回収する。Annexin V で染色し、フロ
ーサイトメトリーでアポトーシスを解析す
る。IMC3CR では IMC3 よりもシスプラチンに
よるアポトーシスが回避されるが、SESN1 抑
制によって、アポトーシスを増強し得るか解
析する。また Oxiselect ROS assay にて SESN1
抑制がシスプラチンによって産生される ROS
を増加するかを解析する。これにより SESN1
抑制が ROSを介したアポトーシスを増加させ
ることを明らかにする。 
②SESN1 を RNAi で抑制した状態で IMC3CR に
シスプラチン(1μg/ml)を投与し、MTT assay
により 48時間後の細胞生存率の解析を行う。
またコロニー法による長期細胞生存率の解
析も行う。RNAi による SESN1 抑制が IMC3CR
のシスプラチン耐性能を減弱させるかを解
析する。 
③IMC3CR に放射線刺激（2Gy）を加え、コロ
ニー法を用い長期細胞生存率を解析する。
IMC3CR がシスプラチン耐性に加え、放射線耐
性を獲得しているかを解明する。同様に
IMC3CRに温熱刺激（44℃30分）を加え、IMC3CR
が温熱耐性を獲得しているかをコロニー法
を用いて解析する。 
④SESN1を抑制した状態でIMC3CRに放射線刺
激（2Gy）、温熱刺激（44℃30 分）を加え、48
時間後のアポトーシスをフローサイトメト
リーで解析する。同様に 48 時間後の細胞生
存率を MTT assay で求め、長期細胞生存率を
コロニー法で求める。SESN1 抑制が放射線耐
性、温熱耐性を減弱するかを明らかにする。 
⑤SESN1 抑制時にシスプラチン等によって増
産される ROSによりチトクローム Cからカス
パーゼ３を介するアポトーシス経路が活性



 

 

化するかを Oxiselect ROS assay、Caspase 3 
activity assay により解析する。 
 
４．研究成果 
我々は頭頸部癌におけるシスプラチン耐性
機構を解析するために、頭頸部癌（上顎癌）
細胞株 IMC3 からシスプラチン高度耐性株
IMC3CR を樹立した。PCR array の結果から、
IMC3CR にシスプラチンを添加した際に、
Sestrin 1(SESN1)の発現が 2倍以上に増加す
る事を見出した。SESN1 はミトコンドリアか
らのROS産生を抑制することが報告されてい
る。ROS はシスプラチンを含む様々な抗腫瘍
薬、放射線、また温熱刺激などで産生され、
チトクローム C、カスパーゼを介したアポト
ーシスを誘導する。このことから SESN1 が頭
頸部癌の抗腫瘍薬耐性および放射線耐性、温
熱耐性に共通して関与する可能性があると
考えた。 
IMC3CR にシスプラチンを添加し、6時間後に
Real-time PCR を行うと IMC3(野生株)に比べ、
SESN1の発現が約30倍増加することが解った。
またウェスタンブロット法でもシスプラチ
ン刺激 3〜6 時間で SESN1 が著明に誘導され
ることを確認した。SESN1 の機能解析のため
RNAi により SESN1 を抑制し、MTT assay を行
った。その結果、SESN1 を抑制することで、
シスプラチン処理後 48時間の IMC3CR の細胞
生存率は約 60%著明に減少することが解った。
コロニー法で長期細胞生存率を解析すると、
SESN1 抑制によってシスプラチン投与後の細
胞生存率はさらに低下し、シスプラチン耐性
が大幅に減弱されることが判明した(図１)。 
フローサイトメトリー、ROS 測定、Caspase3 
activity assay により SESN1抑制による細胞
生存率低下がROS誘導型アポトーシスの増加
によることを証明した。 
次にコロニーアッセイを用い IMC3CR の放射
線耐性、温熱耐性を IMC3 と比較検討したと
ころIMC3CRは放射線耐性は示さなかったが、
高度温熱耐性を示した。このことから SESN1
は頭頸部癌シスプラチンのみならず温熱耐
性にも関与する可能性が示された。温熱刺激
時のSESN1をウェスタンブロットで確認する
と IMC3CR ではシスプラチン同様に温熱刺激
でも発現が亢進した。野生株 IMC3 では SESN1
の発現亢進はシスプラチン、温熱ともに認め
なかった。SESN1 を抑制すると IMC3CR の温熱
耐性が著明に減弱することが証明された(図
２)また温熱刺激後の ROS 産生は SESN1 抑制
で増加し、カスパーゼ３を活性化することで
アポトーシスを誘導することが解った。 
本研究の結果からシスプラチンや温熱刺激
により SESN1 が発現し ROS誘導型のアポトー
シスを抑制することで頭頸部癌が耐性とな
ることが証明された（図３）。SESN1 を抑制す
ることでこれらの耐性克服を克服する可能

性が示された（Int J hyperthermia 投稿中）。 
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